Europaisches Patentamt 

® ^111 European Patent Office ® Verdffentlichungsnummer: 0 068 1 49 

Office europ6en dee brevets 



A2 



® EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

© Anmeldehumnw: 82104606.7 ® Int. Of: A 61 L 15/04, A 61 L 15/03, 

A61L 17/00, A 61 K 37/54, 

@ Anmeldetag: 26.05.82 A 61 K 37/02 





Prtoritat: 26.06.31 DE 3124933 
25.08.81 DE 3124962 
12.08.81 DE 3131827 
18.1241 EP 81110615 


© 


Anmeldsr: Sanpharm - Michael Stroetmann, 
Kaieer-WUhelm-RIng 38, D-4400 MQnatar (DE) 




Veroffentllchungstag der Anmeldung: 05.0143 
Patentblatt83/1 


@ 


Erflnder: Stroetmann, Michael, Kaiaar-WUhetavfllng 36, 
D-4400 MQnatar (DE) 


® 


Benannte Vertragsstaaten : AT BE CH DEFRGBITLI LU 
NLSE 


© 


Vertreter: Brehm, Hans-Peter, Dr. DlpL-Chera. at ai, 
Patentanwltta Tlaeher, Kem & Brahm 
Albert-Rosshaupter-Strasse 65, D-8000 MOrtchen 70 (DE) 



@ Flbrinogen-herages Trockenpraparat, deaaen HersteUung und Verwandung. 

@ Eln Trockenpraparat mit einer durch Gefriertrocknung 
erzietten Schaum- bzw. Vllesstruktur besteht neben Throm- 
bin In zumindest kataJytisch wirkaamen Mengen im weaent- 
lichan aus etwa 10 bis 95Gew.-°/o Fibrin und etwa 5 bis 
90 Qew.-% Fibrinogen. Zur Hersteilung wird In einer Fi- 
brinogen und Thrombin enthaltenden waBrigen Loaung in 
situ Fibrin erzeugt und das entatehende Reaktlonagemlach 
tiefgefroren und tyophilisfert Ala weitere Beatandteile dea 
Trockenpraparates kommen Wirkatoffe wie etwa Antibioti- 
ka, natfiriichea Knochenmateriai und/oder synthetJscher, 
^ knochenbiidender Ersatzatoff, Glykoproteine, gerinnunga- 
^ fordernde Substanzon und derglelchen, und/oder Fibrinoly- 



O) 



se-lnhlbitoren in Betracht Das Trockenpraparat 1st vor al- 
tam ala Wundversorgungsmaterial, FQIImatoriaJ fQr Kno- 



chenhohlraume und/oder als Tragermateriai fQr weitere 
^ Wirk8toffe vorgesehen. 
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Fibrinogen-halt iges Trockenprapar at , 
dessen Herstellung und Verwendung 



15 



Die Erfindung betriff t ein Fibrinogen-haltiges TrockenprSpa- 
rat mit einer durch Gef riertrocknung erzielten Schaum- bzw. 

20 Vliesstruktur . Ein solches, vollstandig resorbierbares 

Trockenpraparat kann insbesondere als Wundversorgungsmaterial , 
als Fullmaterial fiir pathologische KnochenhohlrSume und/oder 
als Tragermaterial fiir weitere, einen HeilprozeO fSrdernde 
Wirkstoffe verwendet werden. Weiterhin betrifft die Erfindung 

25 ein Verfahren zur Herstellung dieses TrockenprSparates und 
dessen Anwendung. 

Ein Trockenpraparat der genannten Art ist aus der DE-OS 

30 37 513 bekannt. Hierbei handelt es sich urn eine collagene 

30 

Wuhdauf lage, die durch Gef riertrocknung einer sowohl Collagen 
wie Fibrinogen enthaltenden Losung erhalten worden ist. Das 
gebildete Trockenmaterial kann zusatzlich einen Arzneimittel- 
wirkstoff , etwa ein Antibiotikum , enthalten. Ein erheblicher 
Collagengehalt in einer Wundauflage - insbesondere wenn diese 

35 

resorbiert werden soil - ist nicht unbedenklich , wie nach- 



stehend ausgefuhrt wird. 
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iFerner ist ein lyophilisierter Gewebekleber bekannt (vgi. 
DE-OS 30 02 934), der im wesentlichen - neben Fibrinolyse- 
Inhibitor und Faktor XIII - aus Fibrinogen und Albumin be- 
st eht und zusatzlich Glycin, Glucose und Heparin enthalten 

gkann. Dieser Gewebekleber soil jedoch nicht in Form des 
Trockenpraparates auf der Wunde aufgebracht werden, sondern 
durch Zugabe von Wasser rekonstituert werden, urn eine konzea- 
trierte Fibrinogen-L3sung zu erhalten, die daraufhin mit 
Thrombin und CaCl 2 versetzt wird, 

10 

Weiterhin ist mit der DE-OS 28 52 319 eine absorbierbare 
haemostatische Masse zur Verwendung bei der BekSmpfung von 
Knochenhaemorrhagien bekanntgeworden , die in einer wasser l<5s- 
lichen, biovertraglichen Grundlage ein haemostatisches Pulver 
15 namlich ein Gemisch aus Fibrin- und Collagenpulver aufweist. 



SchlieBlich sind aus der US-PS 3 523 807 nach Implantation 
vollstandig resorbierbare Forrakorper bekannt f die im wesent- 
lichen aus. Fibrin bestehen. Zur Herstellung wlrd Fibrin aus 
'plasma durch Calciumchlorid-Zugabe abgetrennt, der Nieder- 
schlag getrocknet und pulverisiert , das erhaltene Pulver ge- 
gebenenfalls mit anderem pulverf Srmigen Protein vermischt, 
das Pulver mit Wasser angeteigt und in einer Form zu dem ge- 
wiinschten Formkorper gepreflt, der danach in einem Formaldehyd 
enthaltenden Bad gehartet wird. 

Die Gefriertrocknung (Lyophilisation) wSssriger Protein- 
L8sungen ist in der Fachwelt bekannt. Man erhalt eine lockere 
^Schaum-, Filz- oder Vliesstruktur mit zahlreichen Hohlraumen, 
was zur Folge hat, daft ein derartiges Trockenpr&parat eine 
grofle Saugf ahigkeit fiir Korperf lUssigkeiten aufweist. Die 
Herstellung eines Collagenproduktes mit filz- bzw. vliesarti- 
ger Faserstruktur durch Gefriertrocknung einer wassrigen 
, Collagen-Losung ist beispielsweise in der DE-OS 26 25 289 
beschrieben. Derartige Collagen-Trockenpraparate zeichnen 
sich durch eine hohe mechanische Festigkeit aus, so daft man 
solche Collagenvliese schneiden und biegen kann. 
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XWiirde man dagegen unter vergleichbaren Bedingungen eine 
wassrige Fibrinogen-Losung durch Gefriertrocknung zu einem 
Trockenpraparat verarbeiten, so wiirde man eine Proteinplatte 
mit schaumar tiger Struktur erhalten, die leicht bricht und 

5zerkrlimelt . Wegen ihrer unzureichenden mechanischen Festig- 
keit ware eine solche Platte als Wundversorgungsmaterial und/ 
Oder Tragermaterial fiir Arzneimittel-Wirkstof f e nicht geeig- 
net • 

lOTrotz ihrer haemostatischen Wirkung und hohen Stabilitat 
(mechanische Festigkeit, Lagerf Shigkeit ) haben gefrierge- 
trocknete und andere Collagenprodukte bei der Anwendung ala 
Wundversorgungsmaterial und/oder als resorbierbares Implantat 
in der Praxis nicht vollig befriedigt. Nachteilig ist bei- 

lSspielsweise die lange Verweildauer von bis zu 6 Wochen und 
mehr im Wundgebiet und unerwiinschte Auswirkungen von Collagen 
auf bestimmte Heilungsprozesse , beispielsweise bei Knochen- 
frakturen. Bekannte Collagenpraparate sind hSufig im Verlauf 
ihrer Abtrennung aus natiirlichem Material und Zubereitung 

20denaturiert worden, so daO ein unlosliches PrSparat mit 

schlechtem Resorptionsverhalten resultiert. Im Gegensatz dazu 
enthalten leicht losliche Collagenpraparate stets einen sauren 
pH-Wert erzeugende Salze. Nach Einbringen in eine Wunde er- 
zeugen solche Collagenpraparate dort wiederum eine saure Umge» 

25 bung # deren Neutralisierung den Organismus unndtig belastet 
und den HeilungsprozeB beeintrachtigt . Gerade die Wundheilung 
und die durch Thrombin induzierte Fibrinbildung aus vorhande- 
nem loslichen Fibrinogen bendtigen fiir den optimalen Verlauf 
eine Umgebung mit physiologischem pH-Wert von etwa 7,36. 

^Schliefllich ist Collagen im Wundgebiet in den korpereigenen 
Strukturen, Geweben und Flussigkeiten schon in physiologisch 
verwertbarer Form vorhanden, so dafi ein erhebliches zusatz- 
liches Collagenangebot weder notwendig noch wiinschenswert ist. 

35 Natiirliches Wundverschluflmaterial stellt ein aus Fibrinogen 
gebildetes Fibrin in gelartigem Zustand dar, das immer noch 
einen groften Anteil an nativem Fibrinogen enthalt. Die in 
vitro Bereitstellung eines Trockenpraparates , das dem 
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1 natiirlichen WundverschluGmatferial mehr angeglichen ist, als 
herkommliche Collagen-Trockenpraparate , und das derinoch die 
vorteilhaf ten Eigenschaf ten solcher Collagenpraparate auf- 
weist, wie etwa hohe mechanische Festigkeit, gute Saugfahig- 

5 keit und groGes Flussigkeits-FesthaltevermSgen sowie unbe- 
grenzte Lagerf ahigkeit bei Raumtemperatur , wiirde zu einer er- 
heblichen Verbesserung der medizinischen Versorgung fuhren. 

Davon ausgehend besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
10 dung darin, ein Fibrinogen-haltiges Trochenpraparat der oben 
angegebenen Art bereitzustellen, das vollig Oder weitgehend 
Collagen-frei ist und dennoch die vorteilhaf ten Eigenschaf ten 
ublicher Collagenpraparate aufweist, das hinsichtlich seiner 
Zusammensetzung, seiner physiologischen Eigenschaf ten und 
15 seines Resorptionsverhalten besser an naturliches Wundver- 
schluX3material angeglichen ist und das unmittelbar, d.h, 
ohne weitere Manipulationen, wie etwa die Zugabe von zusatz- 
lichen und/oder aktivierenden Komponenten auf.der Wunde app- 
lizierbar ist und dort eine beschleunigte Haemostase bewirkt. 

20 

Die erf indungsgemaGe Losung dieser Aufgabe ist ein durch 
Gefriertrocknung erhaltenes Vlies, das neben Thrombin in 
zumindest katalytisch wirksamen Mengen im wesent lichen aus 
etwa 10 bis 95 Gew.-% Fibrin und etwa 5 bis 90 Gew # -% 
25 Fibrinogen besteht. 

Das erf indungsgemaGe Verfahren zur Hers t el lung eines solchen 
Trockenpraparates sieht vor, in einer Fibrinogen und Thrombin 
enthaltenden wassrigen Losung in situ Fibrin zu erzeugen, und 
30 das entstehende Reaktionsgemisch tief zuf rieren und zu 
lyophilisieren. 

Ein weiterer Gesichtspunkt der Erfindung betrifft die Ver- 
wendung eines solchen Trockenpraparates zur akzelerierten 

35 

Haemostase und optimierten biochemischen Regelung des Wund- 
verschlufles sowie zur Behandlung von Knochenmarksentzundungen. 
Weiterhin kann das v Trockenpraparat fiir die verschiedensten 
Anwendungen als Tragermaterial bzw. als Wirks toff depot fiir 
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1 irgendwelche , einen Heilungsprozefl fordernde Wirkstoffe 
dienen. Die Wirkstof f-Freisetzung aus deni Trockenpraparat 
kann hinsichtlich Menge und Dauer durch seinen Fibringehalt , 
durch zusatzliche Bestandteile , sowie durch einen bestimmten 

5 Vernetzungs- und/oder Polymerisationsgrad des Fibrins ge- 
steuert werden. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Erfin- 
dung ergeben sich aus den Unteranspriichen. 

10 

Die Erfindung beruht auf der Beobachtung, daB durch Gefrier- 
trocknung eines Reaktionsgemisches , das neben Fibrinogen und 
zumindest katalytischen Mengen Thrombin in situ gebildetes 
Fibrin enthalt, ein Trockenpraparat erhalten wird, das eine 

15 iiberraschend hohe Festigkeit, vergleichbar mit der Festigkeit 
gef riergetrockneter Collagenprodukte , aufweist. Ein solches 
Trockenpraparat weist auch ohne den Zusatz weiterer, die 
Blutgerinnung fdrdernder Substanzen und Faktoren eine beson- 
ders hohe haemostatische Aktivitat auf, insbesondere wegen 

20 des zusatzlichen Angebotes an wirksamera Thrombin und Fibri- 
nogen. Das mit dem Trockenpraparat angebotene, in situ ge- 
bildete Fibrin ist vorzugsweise lediglich in seiner Langs- 
richtung vernetztes, also im wesentlichen nur tiber seine 
f-Ketten verkniipf tes , insbesondere dimerisiertes Fibrin 

25 hoher biologischer Aktivitat, das als Ansatzpunkt fUr eine 
weitere und verstarkte Fibrinbildung im Wundbereich dient. 
Mit dem erf indungsgemaflen Trockenpraparat kann ein Komponen- 
tengemisch angeboten werden, das grofle Ahnlichkeit mit dem 
natiir lichen WundverschluBmaterial aufweist, das deshalb vom 

^® Organismus ohne weiteres angenommen und vollstandig resor- 
biert wird. Ein erf indungsgemafl als Wundversorgungsmaterial 
konfektioniertes Trockenpraparat, etwa in der Form eines 6 
bis 20 mm starken Vlieses, vermag auch starke Blutungen in 
kurzer Zeit, etwa in 2 Min. zum Stillstand bringen. 

35 

Zur Herstellung des erf indungsgemaGen Trockenpraparates geht 
man von eine wassrigen oder iiberwiegend wassrigen Losung aus. 
Bei dieser Ausgangslosung kann es sich urn Wasser, Human-Serum 
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1 Oder um eine wassrige Salzlosung handeln. Die wMssrige Salz- 
losung kann eine physiologische KochsalzlSsung sein, oder 
eine physiologische Kochsalzlosung, die zusatzlich mit CaCl 2 
und Phosphatsalzen angereichert worden ist. Der pH-Wert und 
5 der Salzgehalt dieser Ausgangslosung soli den physiologischen 
Bedingungen weitgehend entsprechen. In manchen Fallen kann 
es zweckmaGig sein, eine uberwiegend wassrige LSsung zu ver- 
wenden, die neben Wasser wasserlosliche, organische Ldsungs- 
mittel enthalt, beispielsweise, urn die Loslichkeit fur be- 
10 stimmte Arzneimittel-Wirkstof f e zu erhShen. Zu geeigneten 
organischen Losungsmitteln- gehdren einwertige Alkohole wie 
Xthanol oder Isopropanol, mehrwertige Alkohole wie Glycerin 
oder Polyglykole, cyclische Ather wie Dioxan und dg.. Der 
roaximale Anteil an organischem Losungsmitteln wird dahin- 
15 gehend ausgewahlt, dafl jegliche Denaturierung und/oder Akti- 
vitatsabnahme der eingesetzten Enzyme unterbleibt und die 
Trocknung der gefrorenen Masse nicht beeintrachtigt wird. 
Zumeist soil der Anteil an organischem LSsungsmittel 20 % 
des Volumens des Gesamtansatzes nicht libers teigen. 

20 

Die Ausgangs-LSsung wird mit Human-Fibrinogen versetzt. Ge- 
eignete Praparate sind handelsiiblich zuganglich und kSnnen 
beispielsweise von der Firma Behring-Werke , Marburg, bezogen 
werden. Ein gut geeignetes Fibrinogen-Praparat kann ferner 
25 entsprechend nachstehendem Verfahren erhalten werden. 

- Human-Plasma wird auf 4°c abgekllhlt und unter RUhren mit 
B-Alanin (2 molare LSsung in Athanol) versetzt, bis unter 
weiterer Athanol-Zugabe das Rohf ibrinogen ausfallt. Dieses 

30 Rohf ibrinogen wird abzentrif ugiert , in 0,01 M Tris-Puffer 
(pH-Wert 7,4) gelSst und durch Zusatz von 2 M Glycin erneut 
gefallt. Das abgetrennte Sediment wird in 0,9%-iger wassriger 
NaCl-Losung gelost, gegen das gleiche Losungsmittel dialy- 
siert, entsalzt und anschlieBend lyophilisiert . Das erhaltene 

35 mikrokristalline Fibrinogen weist ein Molekulargewicht von 
340 000 + 5 % auf, ist in der &<-Kette leicht angedaut, 
lost sich nach Einbringen in Korperf lUssigkeit schnell, und 
beginnt unmittelbar darauf zu polymerisieren. Der in Losung 



-7- 



0068149 



Igerinnbare Anteil des Fibrinogens macht wenigstens 85 % aus. 

Die oben genannte, vorzugsweise bei Raumtemperatur gehal- 
tene Ausgangs-Losung wird pro 1 ml Lbsung mit etwa 10 bis 
5 90 mg Fibrinogen verset2t. Vorzugsweise ist eine relativ 
hohe Fibrinogen-Konzentration von etwa 50 bis 80 mg/rol vor- 
gesehen. Sofern eine Verschaumung der Lbsung unterbleibt, 
weist das nach der Gef riertrockung erhaltene Praparat prak- 
tisch das Volumen der Ausgangs- Lbsung auf . Eine hohere 
10 Fibrinogen-Konzentration in der Ausgangs-Losung fiihrt daher 
zu einem dichteren Endprodukt mit hoherer mechanischer 
Festigkeit . 

Das zugesetzte Fibrinogen wird in der Ausgangslbsung gelbst, 
15 wozu Raumtemperatur geruhrt werden kann. 

Nach einem alternativen Verfahren ist es nicht erforderlich # 
zuerst das Fibrinogen in reiner, fester Form zu isolieren, 
und daraufhin einer wassrigen Lbsung zuzusetzen. Beispiels- 
-w weise kann das bei der oben beschriebenen Fibrinogen-Ge- 
winnung beschriebene, nach der Glycin-Fallung erhaltene 
Sediment in 0,9 %-iger, wassriger NaCl-Lbsung gelbst und auf 
den gewiinschten Konzentrationsgrad eingestellt werden, und 
unmittelbar zu dieser Lbsung die weiteren Zusatze hinzuge- 

26 

w f ugt werden, wie das nachstehend ausgefiihrt ist. Auch andere 
Fibrinogen-Lbsungen sind geeignet, zu der en Herstellung das 
Rohf ibrinogen als Kryoprazipitat vom restlichen Serum mit 
seinen Proteinen und Faktoren abgetrennt worden ist, bei- 
spielsweise entsprechend dem Verfahren nach der DE-OS 

30 

30 02 934. Wichtig ist eine weitgehende Abtrennung der die 
spontane Fibrinbildung auslbsenden Enzyme und/oder Faktoren, 
so da3 in der Ausgangslbsung ein erheblicher Gehalt an sta- 
bilisierend. wirkenden Salzen wie Citrat, Phosphat, Oxalat 
oder dgl. vermieden wird. Gerade das als Wundversorgungs- 

35 

material vorgesehene Trockenpraparat soil ein Komponentenge- 
misch liefern, das dem natiirlichen Wundverschluflmaterial 
weitgehend angeglichen ist, Insbesondere fiir diese Anwendung 
soilen un-physiologische Salzkonzentrationen in der 
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1 Fibrinogen-Ausgangs-Losung vermieden werdem. Andererseits 
kann bei der Bereitstellung*dieser AusgangslSsung bereits 
auf eine Anreicherung an Gerinnungsf aktoren, etwa Paktor XIII 
• hingearbeitet werden. Der Fibrinogengehalt einer solchen 

5 Fibrinogen- Ausgangslosung soil ebenfalls 10 bis 90 mg, vor- 
zugsweise 50 bis 80 mg Fibrinogen pro 1 ml Ldsung betragen. 

Die nach dem einen Oder anderen Verf ahren erhaltene Fibrino- 
gen-Losung kann sterilisiert werden, insbesondere gezielt 
IQ zur Inaktivierung von Vireri wie etwa Hepatitis-Viren, be- 
handeit werden • Beispielsweise kann hierzu eine Behandlung 
rait fl-Propiolacton, gefolgt von einer UV-Bestrahlung, vor- 
gesehen werden, Alterriativ kann rait energiereicher ^ Oder 
Rontgenstrahlung sterilisiert werden. 

15 

AnschlieGend konnen der Fibrinogen-LSsung die wahlweise vor- 
gesehenen Zusatze und Wirkstoffe hinzugefiigt werden. 

Die Biegsamkeit f mechanische Festigkeit und Stabilitat des 
20 Trockenpraparates kann durch die Beimischung verschiedener 
Glykoproteine gesteuert werden. Hierzu kann der Fibrinogen- 
Losung ein oder. mehrere Glykoproteine wie Albumin, Lipopro- 
tein, Fibronektin und/oder Globulin (&<-, y"-Globuline) 
zugesetzt werden. Fur diese Glykoproteine kann ein Anteil 
25 von etwa 3 bis 40, vorzugsweise von etwa 5 bis 25 Gew.-% 
des fertigen Trockenpraparates vorgesehen werden. Derartige 
Glykoproteine dienen auch als Trockenhalte- und Stabilisie- 
rungsmittel und beugen einem Aktivitatsverlust der Gerinnungs 
enzyme wahrend langer Lagerdauer vor. 

30 

Sofern das Trockenpraparat gezielt als TrSgermaterial oder 
Depots toff fur bestimmte Wirkstoffe dienen soil, k8nnen 
diese, sofern sie wasserloslich sind, und durch die Gefrier- 
trocknung nicht geschadigt werden, ebenfalls der Fibrinogen- 
35 Lbsung zugesetzt werden. Der Ausdruck "Wirkstof f " wird in 
einem sehr breiten Sinn verstanden und umfaOt alle Zusammen- 
setzungen, die auf parenteralem Wege zur Heilung, Linderung, 
Behandlung und/oder Verhinderung von Gesundheitsstorungen 
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x bei Mensch und Tier wirksam sind oder die Funktion des Orga- 
nismus zu beeinflussen vermogen. Vor allem koramen hier anti- 
bakterielle Wirkstoffe, insbesondere Antibiotika, in Betracht. 
Zu geeigneten Antibiotika gehort etwa die Gruppe der Amino- 

5 glykosid-Antibiotika, wie etwa Gentamycin, die Lacton-Anti- 
biotika wie etwa Novobiocyn, die Gruppe der Penicilline wie 
etwa Baycillin oder Amoxycillin, das Chloramphenicol und des- 
sen Derivate, wie etwa Tiamphenicol und sonstige Antibiotika, 
wie etwa die Gruppe der Streptomycine, die Gruppe der Tetra- 
lOcycline und dgl . . Zu weiteren geeigneten antibakteriellen 
Wirkstoffen gehdren beispielsweise die Sulfonamide, Wegen 
ihres breiten Wirkungsspektrums sind die Aminoglykosid-Anti- 
biotika, hier insbesondere Gentamycin, besonders bevorzugt. 
Weiterhin kann eine (Combination verschiedener Antibiotika, • 
beispielsweise Gentamycin, zusammen mit Tetracyclin, vorge- 
sehen werden. Zu weiteren, geeigneten Wirkstoffen anderer 
Indikation gehoren die Antiseptika wie etwa Salicylsaure 
oder Undecensaure, ferner die Entziindungshmmer wie etwa 
Pyrazolone und ferner die Cytostatika wie etwa Prednisone 

20 

Die Menge dieser Wirkstoffe kann in weiten Bereichen schwan- 
ken und hangt haupts&chlich von der Wirkstof faktivitat ab. 
Bezogen auf das Gesamtgewicht des Trockenproduktes kann der 
Wirkstof fgehalt etwa 0,1 bis 10 Gew.-%, vorzugsweise etwa 

2S 

2 bis 6 Gew.-% betragen. Beispielsweise hat sich ein Genta- 
mycin-Zusatz von etwa 500 bis 10 000 Einheiten pro 1 ml 
Fibrinogen-LSsung gut bewahrt. 

Sofern das Trockenpraparat gezielt in Knochenhohlen einge- 

30 

bracht werden soil, urn dort als Wirkstof f depot mit zeitlich 
und mengenmaAig gezielter Wirkstof f-Freisetzung zu dienen 
und zugleich die Knochennachbildung zu fordern, konnen ge- 
zielt das Knochenwachstum fordernde Zusatze vorgesehen wer- 
den, Hierzu geh6ren beispielsweise natiirliches feinteiliges 

35 

Knochenmaterial wie denaturiertes Knochenmehl oder lyophili- 
sierte Knochenpartikel , die anschlieBend pulverisiert worden 
sind, und/oder synthetischer , knochenbildender Ersatzstoff, 
wie etwa anorganische Salze des Kaliums, Magnesiums und 
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lund Calciums, insbesondere Calciumphosphat und hier beson- 
ders bevorzugt Tricalciumphosphat . Fur diesen besonderen An- 
wendungszweck kann der Anteil an das Knochenwachstum fordern- 
den Zusatzen relativ hoch gewahlt werden und vorzugsweise 

5 etwa 50 Gew.-% des fertigen Trockenpraparates ausmachen. 

In Verbindung mit den genannten Wirkstof f en kann ein Zusatz 
vorgesehen werden, welcher die Wirkstof f-Freisetzung zeit- 
lich und mengenmafiig steuert. Zu wirksamen Zusatzen dieser 

10 Art gehdren Collagen und vernetztes Fibrin. Die Wirksamkeit 
dieser Zusatze hangt von der Affinitat zu dem ausgewahlten 
Wirkstoff ab. Fiir zahlreiche Wirkstof fe, insbesonder die 
wichtige Gruppe der Antibiotika und hier insbesondere Genta- 
mycin, hat sich ein Anteil von die Wirkstof f-Freisetzung 

15 steuernden Zusatzen von etwa 2 bis 12 Gew.-%, vorzugsweise 
von etwa 4 bis 10 Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht des 
Trockenpraparates, als ausreichend erwiesen. Besonders bevor- 
zugt wird zu diesem Zweck ein Collagengehalt von etwa 0,5 
bis 1 Gew.-%. Zu diesem Zweck kann der Fibrinogen-Losung in 

20 geeigneter Menge wasserlosliches Collagen zugesetzt Oder das 
Fibrinogen in einer entsprechenden wassrigen Collagen-L8sung 
gelost werden. Derartige Collagenmengen sind in dem Gesarat- 
ansatz ohne weiteres loslich, so dafl die oben genannten 
Schwierigkeiten (saurer pff-Wert und/oder un-physiologische 

25 Salzkonzentrationen) nicht auftreten. Weiterhin kann die 
Wirkstof f-Freisetzung durch den Fibringehalt und/oder das 
Ausmaf* der Fibrinvernetzung beeinfluflt werden. Zumeist ver- 
zogern ein hoherer Fibringehalt sowie eine starkere Fibrin- 
vernetzung die Wirkstof f-Freisetzung. Eine geeignete Fibrin- 

30 vernetzung kann beispielsweise durch Zusatz von Glutaral- 
dehyd bewirkt werden. 

Sofern das Trockenpraparat gezielt als Wundversorgungsmate- 
rial eingesetzt werden soil, kann ein gef riergetrocknetes 
35 Vlies mittlerer haemostatischer Wirksamkeit erzeugt werden, 
dem nachtraglich ein hochwirksames , anger eicher tes , pulver- 
formiges Plasmaderivat zur akzelerierten Haemostase und 
optimierten Regelung des Wundverschlusses zugesetzt wird. 
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lwie das nachstehend noch im einzelnen ausgefiihrt wird. 
Alternativ konnen bereits der Fibrinogen-Ldsung die wesent- 
lichen Komponenten dieses angereicherten Plasmaderivates zu- 
gesetzt werden. Zu den Hauptbestandteilen dieses Plasmaderi-- 
5vates gehoren Fibrinogen, Thrombin, Komponenten des Pro- 
thrombinkomplexes und Protease-Inhibitoren ; ferner konnen 
Beimischungen von Blutplattchenextrakten , Antibiotika und dgl. 
vorgesehen werden. Mehr im einzelnen kann zu diesem Zweck 
ein Zusatz von Phospholipiden, Prostaglandinen, Gerinnungs- 

10 f aktoren, Antishisstaminika, Vasopressinen, Wachstumsf akto- , 
ren, Vitaminen, und dgl. vorgesehen werden. Die Anwesenheit 
von Prostaglandinen fordert die Aktivierung des Kapillar- 
bettes im Wundgebiet, sowie die Aktivierung der im Blutstrom 
befindlichen Plattchen. Die Blutgerinnungsf aktoren, bei- 

15 spielsweise Faktor XIII, Blutplattchen-Extrakte und andere, 
zur Blutgerinnung notwendigen Faktoren wie etwa Leukotriene, 
Plattchen-aktivierender Faktor, unterstiitzen und verstarken 
die Wirkung der in der K3rperf liissigkeit vorhandenen Fakto- 
ren im Sinne einer akzelerierten Haemostase und einer Opti- 

20 mierung des Wundverschlusses ■ Als Phospholipid dient vor- 
zugsweise ein aus humanem Vollblut gewonnener Thrombozyten- 
extrakt. Weitere geeignete Phospholipide sind etwa Extrakte 
aus Gehirnsubstanz. Die Gerinnungsf aktoren VIII und IX die- 
nen zur haemophilen Wundversorgung. Ein Zusatz von Adrenalin 

25 und/oder Ergot amin wirkt gefaflaktiv, was im Ergebnis zu einer 
schnelleren Blutgerinnung ftthrt. Im Hinblick auf ihre hohe 
spezlfjsche Wirksamkeit macht die Summe der Anteile an 
Prostaglandinen, Phospholipiden, Gerinnungsf aktoren und den 
weiteren genannten Wirkstoffen zumeist nicht mehr als 1.2 

30 

Gew.-%, vorzugsweise nicht mehr als 0,8 Gew.-£ des fertigen 
Trockenpraparates aus. Die genannten Substanzen in den ge- 
nannten Mengen werden ebenfalls der Fibrinogen-Losung , vor 
oder gemeinsam mit der Thrombinzugabe , hinzugef Ugt . 

35 

Ferner kann ein Fibrinolyse-Inhibitor zugesetzt werden. Vor- 
zugsweise ist ein relativ hoher Anteil an Fibrinolyse-Inhi- 
bitor vorgesehen, namlich wenigstens 5000 Einheiten (sog. 
KIE, namlich Kalikrein-Inaktivator-Einheiten ) , vorzugsweise 
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1 jedoch 10 000 und mehr Einheiten Fibrinolyse-Inhibitor pro 
1 ml Losung. Als Fibrinolyse-Inhibitor kommen beispielsweise 
Plasminogen-Aktivator-Inhibltor oder ein oder raehrere Anti- 
plasmine, wie etwaO^-Antiplasmin, C< 2 -Makroglobulin oder Apro- 

5tinin, sowie £-Aminocapronsaure und/oder Trypsin-Inhibitor in 
Betracht. Gut bewahrt hat sich beispielsweise der von der 
Bayer AG, Leverkusen, unter der Handelsbezeichnung "Trasylol" 
vertriebene natiirliche Fibrinolyse-Inhibitor. 

10 Nachdem einer oder mehrere der genannten, oder andere, auf 
einen bestimmten Anwendungszweck hin ausgewShlte Wirkstoffe 
der Fibrinogen-Losung zugesetzt wurden und darin vollstSndig 
oder weitgehend gelost worden sind, erfolgt die Zugabe von 
Thrombin. Bekanntlich vermag Thrombin von einem Fibrinogen- 

15 Molekul die Fibrinopeptide A und B abzuspalten, wodurch ein 
Fibrin-Monomer entsteht, das sich dann spontan mit anderen 
Fibrin-Monomeren umset2t, so daB schliefllich ein Polymer isat 
aus Fibrinmolekttlen entsteht. Das zugesetzte Thrombin soli 
unter bekannten, standardisierten Bedingungen wenigstens 

20 eine biologische Aktivitat von 10 000 Einheiten (NIH-Einhei- 
ten gemSfl dem Standard des National Institut of Health der 
U.S.A. ) pro 1 mg Thrombin aufweisen. Geeignete PrSparate 
sind handelsiiblich zuganglich. Beispielsweise kann geeignetes 
Thrombin in mikrokristalliner Form mit einer biologischen 

25 Aktivitat von wenigstens 3 000 Einheiten/mg Praparat (das 
neben Thrombin bekannte* Stabilisierungsmittel und Tragerraa- 
terialien enthalt) unter der Handelsbezeichnung "Topostasin" 
von Hoffmach LaRoche, Grenzach, Baden, bezogen werden. 

30 Ein Tell der gewunschten ThrombinaktivitSt kann auch in Form 
von Thrombin-bildenden Vorstufen, wie etwa Prothrombin, zuge- 
setzt werden. Auch Prothrombin-Konzentrate sind handelsiiblich 
zuganglich, beispielsweise als PPSB-PrSparat der Firma 
Immuno AG, Wien. Ferner kann ein kombiniertes, Thrombin und 

35 

Prothrombin enthaltendes Praparat durch SSulenchromatographie 
aus kauf lichem Prothrombinkomplex abgetrennt oder aus Human- 
Plasma durch* Bariumsulf at extrahiert und aus dem kristallinen 
Niederschlag zuruckgewonnen werden. 
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iDer Anteil an zugesetztem, wirksamen Thrombin hSngt von ver- 
schiedenen Faktoren ab. Hinsichtlich der Verf ahrensbedingun- 
gen beschleunigt eine hohe Thrombinkonzentration die Fibrin- 
bildung, so daG bei hohen Thrombinkonzentrationen das Reak- 
5 tionsgemisch nach relativ kurzer Zeitspanne tief gef roren 
werden muG, um noch einen ausreichenden Fibrinogengehalt 
zu gewahrleisten. Hinsichtlich des Endproduktes und dessen 
verschiedenen Anwendungen wird fur ein Wundversorgungsmate- 
rial ein relativ hoher Thrombingehalt gewiinscht, um gemeinsam 
10 mit dem zusatzlichen Fibrinogenangebot die Haeraostase zu be- 
schleunigen. Zur Herstellung eines Wundversorgungsmaterials , 
das auch ohne nachtragliche Zugabe von gerinnungsaktiven 
Enzymen und Faktoren eine bef riedigende haemostatische Wir- 
kung zeigt, kann die Fibrinogen-Ldsung mit relativ hohen 
15 Thronibinmengen , beispielsweise mit 20 bis 30 und mehr Ein- 
heiten Thrombin pro 1 ml LSsung versetzt werden. Ftir andere 
Anwendungsfalle, etwa als Tragermaterial fiir Wirkstoffe wie 
Antibiotika, ist der Thrombingehalt des Endproduktes von ge- 
ringerer Bedeutung; in diesem Fall geniigt ein geringer 
20Thrombinzusatz, der ausreicht, das vorgelegte Fibrinogen 
innerhalb angemessener Zeitspannen zu dem angestrebten hohen 
Anteil von mehr als 50 % zu Fibrin umzusetzen. In diesem 
Falle reichen katalytisch wirksame Mengen Thrombin von 
wenigstens 0,1 Einheiten, vorzugsweise von etwa 5 bis 10 Ein- 
25heiten pro 1 ml Fibrinogen-LSsung aus. 

Sofern un-physiologisch hohe Salz- und/oder Stabilisierungs- 
mittel-Konzentrationen nicht vorliegen, erzeugt Thrombin aus 
Fibrinogen in wassrigem Medium polymerisierbare Fibrinmono- 

30 mere. Die Natur des aus diesen Monomeren gebildeten Polymeri- 
sates hangt von verschiedenen Faktoren ab. Wiirde man den 
Fibronogen- und Thrombin-haltigen Ansatz sich selbst tiber- 
lassen, so ware nach etwa 4 bis 6 Stunden das gesamte Fibri- 
nogen umgesetzt, und man erhalt ein steifes Gel, das beim 

35 Schutteln zu Fibrinfaden zusammenf allt . In diesem Fall ist 
die Polymerisation iiber die 0<- und JT-Ketten der Fibrinmono- 
mere erfolgt. Wiirde man den erhaltenen Niederschlag lyophi- 
lisieren, so wiirde man ein hartes, briichiges Produkt erhalten, 
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Idas wegen seiner geringen mechanischen Pestigkeit und Bieg- 
samkeit, sowie wegen seiner verminderten Loslichkeit und 
verzogerten Abbaubarkeit als Wundversorgungsmaterial weniger 
geeignet ist. 

5 

Die ausschliefiliche Polymerisation der Pibrinmonomere ergibt 
ein losliches, wenig stabiles Polymer isat, das tiberwiegend 
durch Wasserstoffbrucken-Bindungen, elektrostatische Wechsel- 
wirkungen, Hydratation und dgl. stabilisiert ist. Eine hohere 

lOStabilitat resultiert aus der Bildung kovalenter Bindungen 
zwischen benachbarten Fibrinmolekiilen.. Hierzu ist bekanntlich 
die Anwesenheit von Faktor XIII erf orderlich, der seinerseits 
in Anwesenheit von CaCl 2 durch Thrombin aktiviert wird. In 
Abhangigkeit von den Herstellungsbedingungen enthalt festes 

15 Oder gelostes Fibrinogen praktisch imraer einen kleineren 
oder grofleren Anteil an Faktor XIII. HSiufig wird die Ab- 
scheidung des Rohf ibrinogens aus dem Plasma unter solchen 
Bedingungen durchgefiihrt , dafc zusammen mit dem Rohf ibrinogen 
auch Faktor XIII abgeschieden wird. Die Erzeugung von kova- 

20 lenten Bedingungen kann in den verschiedenen Seitenketten 
benachbarter Fibrinmolekiile stattfinden, welche in unter- 
schiedlichem Ausmafl zur Langs- und Quervernetzung des Fibrin- 
polymerisates beitragen, 

25 im Rahmen der Erfindung ist erkannt worden, dafl ein tiber- 
wiegend langs vernetztes, 15sliches Fibrinpolymerisat erhal- • 
ten werden kann, wenn die Erzeugung kovalenter Bindungen 
rechtzeitig abgebrochen wird, da die zur Quervernetzung er- 
forderlichen kovalenten Bindungen langsamer gebildet . werden , 

on 

ww als die zur Langs vernetzung erf orderlichen kovalenten Bin- 
dungen. Das In-Gang-Kommen der Quervernetzung macht sich 
durch einen deutlichen Viskositatsanstieg des Ansatzes be- 
merkbar. Zur -Kontrolle der abgeschlossenen ^-Kettendimeri- 
sierung kann die Viskositat der Fibrinogen/Fibrinmonoroeren- 

35 

LSsung uberwacht werden. Bricht man die Reaktion nicht recht- 
zeitig ab, so kann unter der Wirkung der OC-Kettenpolymeri- 
sierung die Viskositat den 10-fachen Wert der Viskositat der 
Ausgangslosung erreichen. Zur Erzeugung eines erf indungsge- 
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lmaflen TrockenprMparates ist eine Fibrinogen/Fibrinmonomeren- 
Losung dann gut geeignet, wenn ihre Viskositalt den doppelten 
Wert der Ausgangsviskositat erreicht hat, weil dann die Jf^ 
Kettendimerisierung weitgehend abgeschlossen ist, und die 

5Kettenpolymerisierung noch nicht nennenswert eingesetzt hat. 
Abhangig von der Thrombin- und der Paktor XIII-Konzentration 

' ist die Verdoppelung der Ausgangsviskositat in der Regel 30 
bis 40 min nach der Thrombinzugabe erreicht. 

lOFiir viele Anwendungsf alle, insbesondere als Wundversorgungs- 
material, ist ein iiberwiegend langs vernetztes Fibrinpoly- 
merisat erwiinscht, da dieses leichter l<3slich ist, eine 
groBere physiologische Aktivitat aufweist und groGe Mengen 
Thrombin gebunden enthalt und deshalb fiir eine schnelle Blut- 

15gerinnung angestrebt wird. Weiterhin kann gerade solches 
iiberwiegend langs vernetztes Fibrin, namlich iiberwiegend nur 
^T-kettendimerisiertes Fibrin in der Losung verschaurat oder 
durch Zusatz von Glutaraldehyd nach Bedarf vernetzt werden. 

20 Als Anhaltspunkt fiir das Ausmafc der Quer- und LSngsvernetzung 
des Fibrinpolymerisates kann die &(-Polymeren- und y"-Dimeren- 
Bildung gemessen werden* Hierzu wird Fibringemisch in Natrium- 
Laurylsulf at-haltigem Puffer mit Zusatzen an Mercaptoaethanol 
gelost und in Polyacrylamidgelen elektrophoretisch getrennt. 

25 

Sofern ein iiberwiegend langs vernetztes Fibrinpolymerisat an- 
gestrebt wird, soil die Reaktionsdauer des Ansatzes nach der 
Thrombinzugabe auf maximal 40 min beschrankt werden. Vorzugs- 
weise ist nach der Thrombinzugabe eine Reaktionsdauer von 
^etwa 10 bis 30 min vorgesehen. Unter diesen Bedingungen wird 
ein Fibrinpolymerisat erhalten, das vorwiegend ^"-Ketten-Dimer- 
enthalt und im wesentlichen frei von o^-Kettenpolymeren ist. 
Erganzend kann die Fibrinbildung in Gegenwart von SH-Gruppen- 
blockierenden Substanzen wie beispielsweise Jodazetat durch- 
gefiihrt werden. Hierdurch wird der Anteil an Fibrin, das in 
Form von Fibr inmonomeren vorliegt, gesteigert. 
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lUnabhangig davon kann fiir manche Anwendungsf Slle auch ein 
hoheres MaG an Quervernetzung erwunscht sein, insbesondere 
wenn das Trockenpraparat einen besonders hohen Fibringehalt 
von mehr als 80 Gew.-% aufweisen soil. Ein hohes MaB an 
SQuervernetzung ergibt ferner eine dichtere Struktur und er- ■ 
hoht die Verweildauer des Trockenpraparates im Gewebe. Sofern 
ein hoheres MaG an Quervernetzung angestrebt wird, kann die 
Reaktionsdauer nach der Thrombinzugabe auch mehr als 40 min 
betragen und auf mehrere Std. ausgedehnt werden. Auch die 

10 nach der Gef riertrocknung der dabei entstehenden Gele erhal- 
tenen Trocken-Praparate sollen von der vorliegende'n Erfindung 
umfaat sein. In diesera Falle ist es wiinschenswert , eine Zer- 
storung der Gelstruktur zu vermeiden, weshalb der Ansatz un- 
mittelbar nach der Thrombinzugabe und kurzzeitigera Umruhren 

15 in die Gef riertrocknungsf orm gegeben wird, ftir die vorgesehene 
Reaktionsdauer unbewegt bei Raumtemperatur gehalten wird und 
darauf schnell abgekuhlt wird. 

Dariiberhinaus kann die Vernetzung des Fibrinpolymerisates 
20 auch durch die Zugabe von Vernetzungsraitteln gesteuert wer- 
den. Zu geeigneten Vernetzungsmitteln gehoren beispielsweise 
zweiwertige, briicken-bildende Stoffe wie etwa SPDP, 

namlich N-Succin-imidyl-3-( 2 -pyridyl-dithiq) -propionate, 
oder zweiwertige, mit den vorhandenen Aminogruppen Peptid- 
25bindungen erzeugende organische Substanzen wie etwa Formalde- 
hyd, Glutaraldehyd, Malonyldialdehyd, Adipinsaure und/oder 
deren Derivate. Im Hinblick auf ihre hohe Wirksamkeit kann 
die zugesetzte Menge an Vernetzungsmittel recht gering ge- 
halten werden und beispielsweise nur 0,1 bis 5 % des gesamten 
30Ansatzes betragen. Gut bewahrt hat sich beispielsweise ein 
Zusatz von 3 ml Glutaraldehyd zu einem 100 ml Ansatz. Eine 
solche Vernetzung erhoht auch die Zug- und Reiflfestigkeit des 
gebildeten Trockenpraparates. 

35 Erf indungsgemafc wird das in dem Trockenpraparat enthaltene 
Fibrin somit in situ in einem wassrigen, Fibrinogen und 
Thrombin enthaltendem Medium erzeugt. Das auf diese Weise 
gebildete Fibrin erweist sich als wesentlich nativer, 
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1 loslicher und reiner als beispielsweise das durch CaClj- 
Fallung aus Humanplasma gefallte und abgetrennte Fibrin ge- 
nial US-PS 3 523 807. Das letztere Material ist praktisch 
unloslich, enthalt Einschlusse von anderen Plasmaproteinen 

5 und ist deshalb fur die Anwendung als Wundversorgungsmate- 
rial weniger geeignet. 

Vorzugsweise wird die in situ - Bildung von Fibrin unter 
solchen Bedingungen durchgef uhrt , daB das erhaltene Fibrin- 

10 polymerisat kovalente Bindungen zwischen benachbarten Fibrin- 
molekulen aufweist. Hierzu soil das Reaktionsgemisch wenig- 
stens katalytisch wirksame Mengen an Faktor XIII enthaJten; 
vorzugsweise soil 1 ml Reaktionsgemisch wenigstens 0,5 bis 
1 Einheiten Faktor XIII enthalten. ' Besonders bevorzugt ist 

15 ein Fibrinpolymerisat dieser Art, dessen kovalente Bindungen 
uberwiegend zu einer Langsvernetzung gefUhrt haben, d.h., 
der Anteil der eine Quervernetzung verursachenden kovalenten 
Bindung an der Gesamtzahl aller kovalenten Vernetzungen soli 
weniger als 2 % betragen. Als Anhaltspunkt fUr das AusmaB 

20 a er Quervernetzung kann die Gelelektrophorese dienen. Das 
besonders bevorzugte Fibrinpolymerisat ist wegen seiner Jf^ 
Kettendimerisierung Uberwiegend langsvernetztes Fibrin. 
Groflere Komplexe kSnnen durch nachtragliche Polymerisierung 
und/oder Verne tzung erzeugt werden. 

25 

Nachdem die Fibrinbildung, -polymerisation und -vernetzung 
ausreichend weit f ortgeschritten ist, wird der Ansatz tief- 
gefroren. Hierzu wird rasch, beispielsweise innerhalb von 
5 min auf eine Temperatur unterhalb -20°C, vorzugsweise 
30 auf -40°C oder noch t£efere Temperaturen abgekiihlt. Die 
Wahl der Abkiihlungstemperatur ist nicht von kritischer Be- 
deutung, da Thrombin und die anderen Gerinnungsf aktoren 
praktisch unterhalb 0°C keine nennenswerte Aktivitat aufwei- 
sen. 

35 

Das Material wird solange auf der Abkiihlungstemperatur ge- 
halten, bis der gesamte Ansatz durch und durch zu einem 
massiven Eiskorper gefroren ist. Je nach Grofle des Ansatzes 
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1 hat sich hierzu eine Verweildauer von etwa 20 bis 30 min 
bei - 40°C in der Gefrierform gut bewahrt. 

Anschliefiend wird die Trocknung unter bekannten Bedingungen 
5 durchgefiihrt . Hierzu bringt man den oder die Eiskorper in 
eine Vakuumkammer und erwarmt so langsam, daB die verdiinsten- 
de Fliissigkeit stets abgefiihrt und an einer Kiihlfalle nieder- 
geschlagen werden kann, so dafl sich das Tief kiihlprodukt 
niemals verfliissigt. Sofern man bei einem Unterdruck von 
10 weniger als 1 bis 60 Pa arbeitet, ist der Trocknungsvor- 
gang in etwa 3 bis 8 Stunden beendet. 

Das erhaltene Produkt ist eine lockere Masse rait schaum-, 
filz- oder vliesartiger Struktur. Bei der Priifung unter dem 

15 Mikroskop erkennt man bei 200-facher VergriJAerung ein in- 
einander verwobenes Netzwerk aus feinen Fasern. Das erhal- 
tene Vlies hat das Volumen des urspriing lichen Fltissigkeits- 
ansatzes, und weist innerhalb des gesamten Vliesvolumens 
eine homogene, einheitliche Zusammensetzung auf. Zumeist 

20 liegt das spez. Gewicht der Vliesstruktur zwischen etwa 
0,1 und 0,5 g/cm 3 . Sofern ein noch lockereres und leichte- 
reres Material angestrebt wird f kann der flussige Ansatz vor 
dem Einfullen in die Gefriertrocknungsf orm verschSumt wer- 
den. Hierzu wird ein inertes Treibmittel wie etwa Stickstoff 

25 oder Kohlendioxid in die Fliissigkeit eingeblasen* Durch Zu- 
gabe oberf lachenaktiver Mittel kann eine bestimmte Poren- 
groBe des gebildeten Schaumes eingestellt werden. 

Die aufieren Abmessungen des nach der Gefriertrocknung er- 
30 haltenen Vlieses sind an den jeweiligen Anwendungszweck an- 
gepaflt. Fur die Anwendung als Wundversorgungsmaterial eignet 
sich gut ein etwa 6 bis 20 mm starkes Vlies mit einer Lange 
von etwa 3 bis 12 cm und einer Breite von 1 bis 12 cm. Soil 
das Trockenpraparat vorzugsweise als Wirks toff depot dienen 
35 und in das Gewebe implantiert oder in Knochenhohlen einge- 
sotzt werden, so haben sich stiickige Formen bewahrt, bei- 
spielsweise Kugeln mit einem Durchmesser von etwa 1 bis 
3 cm Vfiirfel, mit einer Kantenlange von etwa 1 bis 3 cm 
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1 oder Scheiben, Zapfchen und dgl. mit ahnlichen Abmessungen. 
Zur Erzielung dieser auGeren Abmessungen wird der fliissige 
Ansatz zweckmaBigerweise in entsprechend geformte Gefrier- 
trocknungsf ormen eingefUllt. 

5 

Nach AbschluB des Trocknungsverf ahrens wird das Trockenpra- 
parat vorsichtig an einem Rand vom Formboden gelSst und ab- 
gezogen. Das erhaltene Vlies wird kurzzeitig auf einer Al- 
Folie abgelegt, soweit erf orderlich, auf die gewiinschten 

10 MaBe zurechtgeschnitten , und daraufhin in eine eingesenkte 
Plastikform eingelegt und die letztere mit einer Al-Folie 
verschlossen. Daraufhin kann die Verpackung samt Inhalt 
sterilisiert werden, beispielsweise mit Rontgenstrahlung 
(Dosis: 3 min lang 3000 rad). Das f euchtigkeitsdicht und 

15 steril verpackte Produkt ist bei Raumtemperatur praktisch 
unbegrenzt lagerfahig, ohne nennenswert an AktivitSt zu 
verlieren. 

Wie bereits ausgefiihrt, bestehen fiir das erf indungsgemafle 
20 Trockenpraparat verschiedene Anwendungsmoglichkeiten, und 
die Zusammensetzung des Trockenpraparates kann gezielt an 
den jeweiligen Anwendungszweck angepaflt werden. 

Nach der allgemeinsten Ausf iihrungsf orm der Erfindung soli 
25 das Vlies neben Thrombin in zumindest katalytisch wirksamen 
Mengen im wesentlichen aus etwa 10 bis 95 Gew.-Jt Fibrin und 
etwa 5 bis 90 Gew.-% Fibrinogen bestehen. Unter "zumindest 
katalytisch wirksamen Mengen" wird ein Thrombingehalt von 
etwa 0,1 bis 10 Einheiten, vorzugsweise von 3 bis 8 Ein- 
30 heiten pro 1 cm 3 Vliesmaterial verstanden. Bei diesen "Ein- 
heiten" handelt es sich urn die in der Fachwelt iiblichen 
"NIH-Einheiten" (gemafl dem Standard des National Institut 
of iHealth der U.S.A.). Bei einem Fibringehalt von weniger 
als 10 Gew.-% uberwiegt die Fibrinogen-Natur des Trocken- 
praparates, so dafl ein briichiges Material mit unzureichender 
mechanischer Festigkeit vorliegt. Der Fibringehalt soil 
daher wenigstens 10 Gew.-%, vorzugsweise wenigstens 
30 Gew.-% des Trockenpraparates ausmachen. Fibringehalte von 
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1 mehr als 95 Gew.-£ erfordern Reaktionsbedingungen, die ein 
festes, physiologisch wenig aktlves Material liefern, das 
vom Organismus nur schwer abgebaut werden kann. Der Fibrin- 
gehalt soil deshalb nicht mehr als 95 Gew.-%, vorzugsweise 

5 nicht mehr als 70 Gew.-% des Vliesgewichtes ausmachen. Ein 
Trockenpraparat mit einem Pibringehalt von etwa 20 bis 30 
Gew.-% und mit einem Fibrinogengehalt von etwa 80 bis 70 
Gew.-* liefer t nach dem Anfeuchten mit Korperf lussigkeit ein 
dem natiirlichen WundverschluBmaterial besonders ahnliches 
10 Praparat und wird daher besonders bevorzugt. 

Sofern das erf indungsgema'fie Trockenpraparat vor allem als 
blutstillendes und wundheilendes Wundversorgungsmaterial 
eingesetzt werden soil, soil das Vlies iiberwiegend aus 

15 Fibrinogen bestehen. In diesem Falle hat sich ein Fibringe- 
halt von etwa 10 bis 40 Gew.-% und ein Fibrinogengehalt von 
etwa 60 bis 90 Gew.-* gut bewShrt, Das Wundversorgungsmate- 
rial soil beim Befeuchten mit dem Wundsekret die Fliissigkeit 
aufnehmen, sich anlSsen und eine hoch viskose f klebrige 

20 Paste bilden, die an der Wundflache haftet, dem Ausstrom- 
druck des Blutes standhalt und die Gerinnungsenzyme des kon- 
taktierenden Blutes aktiviert. Zu dieser Aktivierung werden 
mit dem Trockenpraparat vorzugsweise zusatzlich gerinnungs- 
f order nde Substanzen, gefafiaktive Stoffe, Gerinnungsf aktoren 

25 und dgl. angeboten. Diese Komponenten konnen bereits in die 
zur Erzeugung des Trockenpraparates dienende Losung einge- 
bracht und gemeinsam mit dieser tiefgefroren und lyophili- 
siert werden. Vorteilhaft an dieser Alternative ist, daB die 
Komponenten in hochst feiner Verteilung innerhalb des 

30 Trockenpraparates vorliegen, was deren Wirksamkeit noch 
weiter steigert. Alternativ kSnnen diese Komponenten in 
Form einer pulverf Srmigen Wirkstof f kombination nachtraglich 
in das im wesentlichen nur aus Thrombin, Fibrin und Fibrino- 
gen bestehende Trockenpraparat eingearbeitet werden. Dies 

35 erlaubt die Anwesenheit von Wirkstof fen, deren Aktivitat 
durch die Gef riertrocknung beeintrachtigt wird, und/oder 
auHergewohnlich hohe Thrombinkonzentrationen , welche die 
sonstige Verf ahrensf iihrung wegen der beschleunigten 
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Bin geeignetes pulverf orraiges biochemisches Substrat zu ak- 
zelerierten Haemostase und optimierten biochemischen Rege- 
5 lung des Wundverschlusses, das pulverf 8rmig auf dem vorge- 
bildeten, erf indungsgemaflen Trockenpraparat aufgebracht 
werden kann, ist im einzelnen in der • europaischen Patentan- . 
meldung Nr. 8 111 0615.2 vom 18. Dezember 1981 beschrieben. 
Mit der Bezugnahme auf diese europaische Patentanmeldung 

10 soli deren Inhalt r soweit erf orderlich , auch zum Bestandteil 
der vorliegenden Unterlagen gemacht werden. Dieses pulver- 
formige, biochemische Substrat ist im Hinblick auf eine 
optimierte Aktivierung des exogenen und/oder endogenen Ge- 
rinnungssystems sowie unter Berucksichtigung einer Vielzahl 

15 physiologischer und pathologischer Faktoren konf ektioniert • 
Dieses Substrat en thai t u.a. Fibrinogen, Thrombin, Komponen- 
ten des Prothrombinkomplexes, Proteaseinhibitoren. Je nach 
Applikationszweck konnen zusatzlich BlutplSttchen-Extrakte , 
Antibiotika und dgl. in zweckmassigen MischungsverhSltnissen 

20 beigefugt werden. Eine bevorzugte Ausf lihrungsf orm dieses 

Plasmaderivates besteht im wesentlichen aus 80 bis 94 Gew.-Jt 
Fibrinogen, 1 bis 10 Gew.-?£ Thrombin und/oder Prothrombin 
und 0,01 bis 3 Gew.-% Fibrinolyse-Inhibitor , enthalt weniger 
als 0,4 Gew.-% kalteunlosliches Globulin und kann darUber 

25 hinaus zusatzlich Phospholipide , Prostaglandine, Trocken- 
halte- und Stabilisierungsmittel, Antibiotika und/oder Blut- 
gerinnungsf aktoren, alle in fester, pulverf ormiger Form, 
enthalten. Diese hochwirksame f pulverf ormige Wirkstof fkombi- 
nation kann in Anteilen von etwa 0,1 bis 5 Gew. -Telle auf 

30 ioo Gew. -Telle Trockenpraparat aufgebracht werden. Vorzugs- 
weise werden diese geringen Mengen mittels eines sterilen 
Gasstrahls auf die Oberflache des TrockenprSparates aufge- 
blasen und haften dort in ausreichender Menge. Das danach 
erhaltene Fibrin/Fibrinogen-Vlies kann direkt zur Wundbe- 

^ handlung verwendet werden oder in einen Schnellverband 

( Hef tpf laster ) integriert werden. Auf diese Weise wird ein 
Wundversorgungsmaterial erhalten, das an der Oberflache 
eines ausschliertlich biologischen Tragermaterials eine 
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1 hochwirksame Wirkstof f kombination zur akzelerierten Haemo- 
stase und optimierten biochemischen Regelung des Wundver- 
schlusses aufweist. 

5 Ferner kann das erf indungsgemafle Trockenpraparat als TrSger- 
material bzw. als Wirkstof f depot fUr einen Oder mehrere, 
irgendeinen HeilungsprozeG fordernde(n) Wirkstof fe(n) ver- 
wendet werden. Fiir diesen Anwendungszweck soli das Trocken- 
praparat uberwiegend aus Fibrin bestehen. Ein hoher Fibrin- 

10 gehalt gewahrleistet eine hohe mechanische Festigkeit des 
Vlieses, eine ausreichene Verweildauer im Gewebe und die ge- 
wiinschte Wirkstof f-Freisetzung Uber einen ISngeren Zeitraum 
hinweg. Zusatzlich kann die Anwesenheit eines x die zeitliche 
und mengenmaOige Wirkstof f-Freisetzurfg steuerenden Bestand- 

15 teils wie etwa Collagen, vorgesehen werden, Weiterhin kann 
die Wirkstof f-Freisetzung durch die Art und das AusmaB der 
Fibrinvernetzung beeinfluBt werden. Fiir diesen Anwendungs- • 
zweck besteht das Tragermaterial vorzugsweise aus etwa 65 
bis 95 Gew.-% Fibrin und etwa 5 bis 35 Gew.-% Fibrinogen 

20 und enthalt zusatzlich wenigstens einen, den Heilungsprozefi 
fordernden Wirkstof f . Besonders gute Ergebnisse wurden mit 
einem solchen Tragermaterial aus etwa 70 bis 85 Gew.-?£ Fibrin 
und etwa 15 bis 30 Gew.-5G Fibrinogen erzielt. Den oder die 
Wirksotf(e) kann man bereits in die zur Trockenpraparat- 

25 Herstellung verwendete Ldsung einarbeiten und gemeinsara mit 
dieser lyophilisieren oder nachtraglich in das lyophilisier- 
te Trockenpraparat einarbeiten. 

Ein spezielles Anwendungsgebiet eines solchen Wirkstof fhal- 
30 tigen Fibrin/Fibrinogen-Vlieses ist die Behandlung von 

Knochenmark-Entziindungen, weil das Tragermaterial voll re- 
sorbierbar ist und deshalb eine Nachoperation zur Entfernung 
des Depotmaterials nicht langer erforderlich ist. In diesem 
Fall ist das Trockenpraparat zweckmafligerweise in Form von 
Table tten, Kugeln, oder sonstiger geeigneter Form konfektio- 
niert und enthalt neben Antibiotika Beimischungen von Cal- 
cium, Protease-Inhibitoren und Faktor XIII in beliebiger 
Kombination oder zweckmafligen Mischungsverhaltnissen , urn 
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1 die Resorptionszeit und proteolytische Abbaubarkeit zu de- 
terroinieren. Perner kann ein Zusatz von Wachstumsf aktoren, 
wie z,B. Hormone und Plattchenextrakte in therapeutisch 
erwunschter Menge und Verteilung vorgesehen werden. 

5 

In Verbindung mit Knochenf rakturen kann es zweckmSflig sein, 
mit dem Wirkstof f-haitigen Trockenpraparat gezielt auch die 
Knochenneubildung fordernde Zusatze anzubieten. Hierzu ge- 
horen etwa natttrliches , feinteiliges Knochenmaterial , wie 

10 etwa denaturiertes Knochenmehl oder lyophilisierte und 
pulverisierte Knochenpartikel oder synthetischer , knochen- 
bildender Ersatzstoff , wie etwa anorganische Salze des 
Kaliums, Magnesiums und Calciums, insbesondere Calciumphos- 
phat, und hier besonders bevorzugt Tricalciumphosphat . 

15 Ferner kdnnen die Kallusbildung anregende Wirkstoffe wie 
etwa Thrombocy ten- Wachstumsf aktoren oder Hormone vorgesehen 
werden. Fur diesen speziellen Anwendungszweck besteht das 
Trockenpraparatvor allem aus etwa 30 bis 45 Gew«-* Fibrin, 
aus etwa 4 bis 15 Gew.-% Fibrinogen, Rest natiirliches fein- 

20 teiliges Knochenmaterial und/oder synthetischer, knochen- 
bildender Ersatzstoff sowie wenigstens ein antibakteriel- 
ler Wirkstoff . Bei Bedarf kann dieses Trockenpraparat zusam- 
men mit sterilisierten, lyophilisierten , homologen Knochen- 
stiicken und/oder mit autologer Spongiosa in die jeweilige 

25 Knochenhdhle eingebracht werden. Dank seiner voluminosen 
und biegsamen Struktur lassen sich auf diese Weise mit dem 
erf indungsgemaHen Trockenpraparat Knochenhohlen beliebiger 
Abmessungen gut ausfiillen und abdichten. Das sich neu bil- 
dende Knochengewebe kann dann mit der allmahlichen Resorp- 

30 

tion des Fibrinnetzwerkes in dieses einsprossen, wobei die 
gesteuerte Wirkstof f-Freisetzung iiber einen langen Zeitraum 
hinweg ein antiseptisches Milieu gewahrleistet . 

Mit der vorliegenden Erfindung wird somit ein TrMgersystem 

35 

aus einem Fibrin-Gemisch-Schaum zur Aufnahme biochemischer 
Stoffe und Substrate zur akzelerierten Haemostase und opti- 
mierten biochemischen Regelung des Wundverschlusses bereit- 
gestellt. Als Grundsubstanz des Tragersystems dient ein 
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1 Schaum, bestehend aus einem Gemisch von Fibrin und anderen 
Substanzen. Je nach den jeweils gewiinschten Applikations- 
zwecken wird dem Fibrin-Gemisch-Schaum einzeln oder in be- 
liebiger Kombination und zweckmaBigen Mischungsverhaltnis- 
5 sen Fibrin, Thrombin, Prothrombin, BlutplSttchenextrakte , 
Protease-Inhibitoren etc. zugesetzt. Durch die Beimischung 
von Proteinen wie etwa Albumin, Lipoprotein, Fibrin, 
Fibronektin und Globulin kann die gewiinschte Flfexibilitat 
und Stabilitat des Schaumes eingestellt werden. Als Bei- 

10 mischung zu dem Fibrin-Gemisch-Schaum kSnnen - je nach 
Applikationszweck - einzeln, in beliebiger Kombination 
oder in zweckmaaigen Mischungsverhaltnissen, insbesondere 
Fibrin, Thrombin, Prothrombin, Blutplattchenextrakt , 
Protease-Inhibitoren, Antibiotika etc. zugesetzt werden. 

15 Ferner kann als Beimischung zu dem Fibrin-Gemisch-Schaura 
ein Subs tr at oder Substrat-Komplex zur akzelerierten 
Haemostase und optimierten chemischen Regelung des Wundver- 
schlusses zugesetzt werden. 



20 



25 



30 



35 



Die nachstehenden Beispiele dienen zur weiteren ErlsUiterung 
der Erfindung, ohne diese einzuschrSnken. 

Beisoiel 1: 

5 g Fibrinogen (mikrokristallines, durch Alkohol/Glycin- 
Fallung aus Humanplasma erhaltenes Praparat wie oben ange- 
geben) werden in 100 ml 0,9 fc-iger NaCl-Losung gel5st, so 
dafl eine Proteinendkonzentration von 50 mg/ml resultiert. 
Der Fibrinogen-Losung werden unter Riihren 300 Einheiten 
Thrombin zugesetzt ( "Topostasin" der Firma Hoffmann 
LaRoche AG, Grenzach-Wyhlen) . Es wird noch kurzzeitig ge- 
riihrt und daraufhin der gesamte Ansatz in eine Lyophili- 
sierungsform gegossen und fiir weitere 20 min bei Raumtempe- 
ratur gehalten. Daraufhin wird tiefgef roren, namlich der 
gesamte Ansatz einschl. der Form innerhalb von 10 min auf 
ctwa -40°C abgekiihlt, Der gebildete Eisblock wird daraufhin 
lyophilisiert , wozu unter Vakuum die Dampfphase kontinuier- 
lich abgepumpt und ausgef roren wird. Man erhalt ein Gemisch 
aus Fibrinogen und loslichem Fibrin in Form eines lockeren, 



-25- 



0068149 



1 zusammenhangenden Proteinvlieses , das eine gute mechanische 
Festigkeit und ReiBf estigkeit aufweist. Neben katalytisch 
wirksamen Mengen Thrombin besteht dieses Trockenpraparat 
aus etwa 20 Gew.-% Fibrin und 80 Gew.-% Fibrinogen. An die- 

5 sem Trockenpraparat wurden die nachstehenden Untersuchungen 
durchgefiihrt : 

Bestimmung des Fibringehaltes : 

1,0 g des Trockenpraparates werden mit 10 ml 0,9 % NaCl- 
10 Losung aufgenommen, geruhrt und von unloslichen Anteilen 
getrennt. Der Oberstand wird in der Gelelektrophorese unter 
Zusatz von Natrium-Laurylsulf at (ohne Mercaptoaethanol) in 
Fibrinmonomere und Fibrinogen getrennt. Die Anteile werden 
nach Anfarben mit Coomassie-Brilliant-Bluefchotometrisch ver- 
15 messen und bestimrat. Es resultiert ein Fibringehalt von 
etwa 20 % und ein Fibrinogengehalt von etwa 80 56. 

Be3timmung der Fibrinogenaktivitat : 

1 ml der nach vorstehendem beschriebenen Verfahren erhalte- 
20 nen Fibrinogen-LSsung wird mit 3 Einheiten Thrombin ver- 
setzt, das sich bildende Fibrin um einen Stab gedreht, und 
die verbleibende Losung abgetrennt. Im Photometer lassen 
sich die Extinktionen vor und nach der Fibrinabtrennung be- 
stimmen. Aus dem ermittelten Wert wurde der Anteil an ge- 
25 rinnbarem Fibrinogen zu mehr als 85 % des vorhandenen 
Fibrinogens errechnet. 

Bestimmung der Thrombinaktivitat ; 

1 g des Trockenpraparates werden in 10 ml 0,9 *iger NaCl- 

30 

Losung aufgenommen und bei 37°c inkubiert. Die Zeit bis zum 
Eintritt der Gerinnung wird gemessen. Eine Vergleichslosung 
mit reinem Fibrinogen und steigenden Zusatzen an Thrombin 
dient als BezugsgroBe zur Bestimmung der ThrombinaktivitSt 
im Lyphilisat. Im vorliegenden Fall konnte etwa 35 bis 45 

35 

Einheiten Thrombin nachgewiesen werden. 
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1 Zur Anwendung als Wundversorgungsmaterial wird das Fibrino- 
gen/Fibrinvlies auf Abmessungen von 8 x 50 x 100 mm zurecht- 
geschnitten und sterilisiert . Bei Bedarf wird das Produkt 
auf die Wundflache aufgelegt* Durch das Aufsaugen des Wund- 

5 sekrets wird die Gerinnung des austretenden Blutes in Gang 
gesetzt. 

3eispiel 2: 

10 9 g Fibrinogen werden in 100 ml dest. Wasser aufgenommen 
und mit 300 Einheiten Thrombin versetzt. Nach dem Eingieflen 
der Losung in die Lyophilisierungsf orm wird der Fortgang der 
Reaktion beobachtet und bei einem merklichen Viskositatsan- 
stieg nach ungefahr 20 min das Material sofort tiefgefroren. 

15 Durch den hoheren Thrombinzusatz wird der Anteil an losli- 
chem Fibrin auf 40 bis 50 % gesteigert. . 

Boispiel 3 ; 

20 9 g Fibrinogen werden mit 100 ml 0,1 %-iger Collagenlosung 
aufgenommen und mit 1 Million Einheiten Gentamycin versetzt. 
Zusatzlich enthalt der Ansatz noch 100 000 Einheiten 
Trasylol. Das so vorbereitete Gemisch wird unter Riihren mit 
3000 Einheiten Thrombin versetzt und in eine Lyophilisie- 

2E 

rungsform gegossen. Nach einer Reaktionszeit von 6 Std. 
wird der Inhalt der Form tiefgefroren und lyophilisiert . 

Beispiel 4: 

30 

5 g Fibrinogen werden in 100 ml einer 1 /6-igen Albuminlosung 
aufgelost und mit 3 Millionen Einheiten Gentamycin, 500 000 
Einheiten Trasylol und 3000 Einheiten Thrombin versetzt • 
Nach Ausgie3en in die Lyophilisierungsf orm werden 20 min 
spater 2 ml Glutaraldehyd als Vernetzungshilf e zugegeben 

35 

und der Ansatz lyophilisiert. 
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1 Beispiel 5: 

9 g Fibrinogen werden in 100 ml einer 5 £-igen AlbuminlSsung 
aufgerommen. Dem Ansatz wird ein Anteil von 5 Millionen Ein- 
5 heiten Baycillin und 1 Million Einheiten Aprotinin zugesetzt, 
Nach Zugabe von 3000 Einheiten Thrombin wird das Material 
in eine inerte Form gegossen und nach dem Gelieren tiefge- 
froren. Der Anteil an Fibrin kann dadurch auf 85 % angehoben 
werden. Das lyophilisierte Material gibt ein Proteinvlies 
10 mit kompakter Struktur, das in Wurfel geschnitten gut zur 
Versorgung infizierter Knochenmarkshohlen eingesetzt werden 
kann. 

Beispiel 6 :_ 

15 

5 g Fibrinogen werden in 100 ml, 0,9 *-iger NaCl-LSsung, 
die 0,025 M CaCl 2 enthalt , gelds t. Dem Ansatz werden 1,0 g 
Albumin und 500 Einheiten Faktor XIII zugesetzt. Als Anti- 
biotikum soil das Material 1 Million Einheiten Baycillin 

20 enthalten, die der LSsung als Pulver beigegeben werden. 
100 000 Einheiten Aprotinin dienen zur Verhinderung einer 
vorzeitigen Lyse des Wundversorgungsmaterials im Wundge- 
biet. Der Inhibitor wird ebenfalls als Pulver der LSsung 
zugesetzt. Durch die Zugabe von 30 000 Einheiten Thrombin 

25 laflt man die Bildung des Fibrins in Gang kommen, dabei be- 
findet sich der Ansatz bereits in der Trockenform. Nach 
einer Reaktionszeit von 1 h wird das Material gefrierge- 
trocknet. Der Zusatz von Faktor XIII erhoht den Vernetzungs- 
grad des Fibrins und fordert die Stabilitat des Vlieses. 

30 

Beispiel 7: 

Zu 100 ml Plasma werden 5 g Fibrinogen gegeben und unter 
0 _ Riihren gelost. Nach Zusatz von 300 Einheiten Thrombin wird 
die nach 20 Minuten gelierende Masse in eine Gef riertrock- 
nungsform gegeben, tiefgefroren und anschlieflend lyophili- 
siert . 
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1 Beispiel 8; 

5 g Fibrinogen werden in 100 ml 0,9 %-iger NaCl-Losung ge- 
lost und mit 3000 Einheiten Thrombin versetzt. Nach 12 Stun- 
5 den wird das Fibrin durch Riihren aus der Gelform in die 
Faserform uberfuhrt. Das fasrige Material wird in 5 %-iger 
Albuminlosung suspendiert und mechanisch zerkleinert. Nach 
Zusatz von 2 ml Glutaraldehyd wird der Ansatz tiefgefroren 
und anschlieSend lyophilisiert . 

10 



35 



Patontan-spruche ; 
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1. Fibrinogen-haltiges Trockenpraparat 

mit einer durch Gef riertrocknung erzielten Schaum- 
bzw . Vliesstruk tur , 

insbesondere als Wundversorgungsmaterial , Fullmaterial 
fur Knochenhohlraume und/oder Tragermaterial fiir wei- 
tere Wirkstoffe, 
dadurch qokennzeichnet, dafi 

das Vlies nebcn Thrombin in zumindest katalytisch 
wirksamen Mengen im wesentlichen aus etwa 
10 bis 95 Gew.-# Fibrin und etwa 
5 bis 90 Gew.-% Fibrinogen 

besteht. 



2. Trockenpraparat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dafl 

1 cm 3 viiesmaterial etwa 0,1 bis 10 Einheiten ( NIH- 
Einheiten) Thrombin enthalt. 



3, Trockenpraparat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daQ 

das vor allem als blutstillendes und wundheilendes 

Wundversorgungsmaterial vorgesehene Vlies einen 

Thrombingehalt von wenigstens 1 Einheit Thrombin pro 

1 cm Viiesmaterial aufweist und 

etwa 10 bis 40 Gew.-% Fibrin, 

etwa 60 bis 90 Gew.-£ Fibrinogen, und 

0 bis 1,2 Gew,-% gerinnungsf ordernde Substanzen, 
gefaQaktive Stoffe und Ge- 
rinnungsf aktoren enthalt. 
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Trockenpraparat nach Anspruch loder 2, 
dadurch qekennzeichnet , daB 

das vor allem als blutstillendes und wundheilendes 
Wundversorgungsmaterial vorgesehene Vlies im wesentll- 
chen aus 10 bis 40 Gew.-% Fibrin und 60 bis 90 Gew.-% 
Fibrinogen besteht, und in dieses Vlies nachtraglich 
ein pulverformiges angereichertes Plasmaderivat , nam- 
lich eino Wirkstof f kombination 2ur akzelerierten 
Haemostase und optimierten biochemischen Regelung des 
Wundverschlusses eingearbeitet worden ist- 

Trockenpraparat nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichrtet , daB 

das vor allem als Tragermaterial vorgesehene Vlies aus 
etwa 65 bis 95 Gew.-% Fibrin sowie 

etwa 5 bis 35 Gew.-% Fibrinogen besteht und zusatzlich 
wenigstens einen, den Heilungsprozefl fordernden Wirk- 
stof f wie etwa ein Antibiotikum oder dgl. enthalt. 

Trockenpraparat nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , dafl 

das vor allem als Fullmaterial ftir pathologische 
Knochenhohlraume vorgesehene Vlies besteht ays /- 1- 
etwa 30 bis 45 Gew.-% Fibrin, . 
etwa 4 bis 15 Gew,-% Fibrinogen, 

Rest naturliches feinteiliges Knochenmateriar~und/oder 
synthetischer , knochenbildender Ersatzstoff sowie 
wenigs'cens ein antibakterieller Wirkstof f. - 

Trockenpraparat nach Anspruch 5 oder 6 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Vlies zusatzlich einen, die zeitliche und mengen- 
maBige Wirkstof f -Freisetzung steuernden Bestandteil 

enthalt 
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1 8. Trockenpraparat nach einem der AnsprUche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet , dafl 

das Fibrin ira wesentlichen nur uber die ^f-Ketten der 
Fibrinmonomere verkniipft ist. 

5 

9. Trockenpraparate nach einemm der Anspriiche 1 bis 8, 

dadurch gekennzeichnet , daB 

das Vlies zusatzlich ein oder mehrere Glykoproteine, 
0 namlich Albumin, Lipoprotein, Fibronektin oder Globulin 

enthalt. 



10. Trockenpraparat nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dan 

das Vlies zusatzlich einen oder mehrere Fibrinolsyse- 
Inhibitor(en) enthalt. 

11. Verfahren zur Herstellung eines TrockenprSparates nach 
einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

in einer Fibrinogen und Thrombin enthaltenden w&ssrigen 
LSsung in situ Fibrin erzeugt wird, und 
das entstehende Reaktionsgemisch tiefgefroren und 
llyophilisiert wird. 



12. Verfahren nach Anspruch 11 

dadurch gekennzeichnet, daft man 

a) Wasser, Humanserum oder eine wSssrige SalzlSsung mit 
Fibrinogen versetzt; 

b) der Fibrinogen-haltigen LSsung gegebenenf alls einen 
oder mehrere Wirkstoffe, Zusatze und dergleichen 

hinzufiigt; 

c) die erhaltene Losung mit Thrombin oder einer Thrombin- 
bildenden Vorstufe versetzt; 
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1 d) das Gemisch unter tiblichen Bedingungen reagieren 

laflt, bis sich ein Tell, jedoch nicht die Gesamt- 
menge Fibrinogen zu Fibrinmonomeren umgesetzt hat; 
e) nach ausreichender Umsetzung tieffriert; und 

5 f) schliefllich lyophilisiert . 

13, Verfahren nach Anspruch 11 Oder 12, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

man der Ausgangslosung pro 1 ml Losung 10 bis 90 rag 
10 Fibrinogen und 0,1 bis 10 Einheiten Thrombin zusetzt 

nach der Thrombinzugabe bei Raumtemperatur 10 bis 40 
min lang riihrt; 

das Reaktionsgemisch auf eine Temperatur unterhalb 
-20O C abkuhlt; und 
IS das gebildete Eis lyophilisiert, ohne daft sich erneut 

eine fliissige Phase bildet. 



14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 13, 
20 dadurch gekennzeichnet, dafl 

die Fibrinbildung in Gegenwart von SH-Gruppen blockie- 
renden Substanzen durchgef iihrt und/oder das Fibringe- 
misch durch Zusatz von Vernetzungsmittel vernetzt wird. 



25 



30 



35 



15. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

man das aus der Gefrierform entnommene Trockenpraparat 
zurechtschneidet r f euchtigkeitsdicht verpackt, und die 
Verpackung samt Inhalt sterilisiert ♦ 



16. Verwendung des TrockenprSparates nach einem der An- 
spriiche 1 bis 10, 

zur akzelerierten Haemostase und optimierten bioche- 
mischen Regelung des Wundverschlusses , wozu man auf 
dem Fibrin /Fibrinogen-Vlies eine pulverf ormige Wirk- 
stof f kombination, enthaltend Fibrinogen, Thrombin, 
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Komponenten des Prothrombinkomplexes , Proteaseinhibi- 
tbren, Blutplattchenextrakt und/oder Antibiotika auf- 
tragt . 

Verwendung des Trockenpraparates nach einem der An* 

spriiche 1 bis 10 , 

zur Behandlung von Knochenmarksentziindungen, 
wo2u roan das Fibrin/Pibrinogen-Vlies mit den zur 
Therapie erf orderlichen Wirkstoffen wie etwa Antibio- 
tika und dgl. versieht und in den pathologischen 
Knochenhohlraum einbringt. 

Verwendung nach Anspruch 17, 

wobei das Vlies teilchenf Srmig ausgebildet ist, etwa 
in der Gestalt von Kugeln oder Tablet ten. 
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